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 HCVCoτeの領域と毒性との関係
 酵母を用いた麗CVC麗eの機能阻害物質の探索
 上述のように酵母に対してHCVCoreが示す増殖抑制作用は,HCVCoreが発揮する様々な毒性を反映
 した現象と考えることができる。HCVCoreによる酵母増殖抑制作用を軽減する化合物を同定することは,
 }{CVCoreの毒性発現機構の解明やC型肝炎治療薬の開発につながると考え,} CVCoreの酵母増殖抑制
 作用を軽減する化合物を探索した、
 その結果,RCVCoreの酵母増殖抑制を軽減する化合物として数種の候補が得られたが,それらはい
 ずれもHsp90阻害剤であった。Hsp90阻害剤はHsp90のATPbindlpgpocke亡にAT評と競合的に結合し
 て,Hsp90の機能を阻害する。酵母細胞内におけるHsp90ねmllyとしては構成的に発現するHsc82と誘
 導型の}isp82が存在する。酵母細胞内に高濃度に存在する慧sc82の遺伝子を欠損させたところ,HCV
 Core発現による増殖抑制が軽減され,Hsc82がHCVCoreの毒性発現に関与することが明らかとなった.
 }{sp90£amilyは細胞内における分子シャペロンとして機能し,様々な蛋白質の安定性や活性の制御に寄
 与している。}{sp90阻害剤処理あるいはκSC82欠損によってHCVCoreの細胞内レベルが減少したこと
 から,酵母Hsp90の機能阻害はHCVCoreの安定性を低下させることによって縫CVCoreの毒性を軽減
 する可能性が考えられる。
 臨拶⑪阻害剤の抗麗CVCore作用についての解析
 ヒト培養細胞系においては,Hsp90阻害剤処理によるHCVCoreの安定性の低下は認められなかった.
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 そこでウイルス蛋白質としてのHCVCoreの機能に着目し,Hsp勢阻害剤処理による影響を検討した。
 HCVCoreはHCVゲノムRNAと結合しウイルスの内核を形成するというHCV粒子形成の初期段階に
 おいて重要な役割を果たす蛋白質でもある.本研究では,最近報告された,ウイルス特異的な蛋白合成,
 RNA複製,さらには感染性のウイルス粒子の放出・再感染という一連のウイルス生活環が観察可能な試
 験管内培養細胞系(以下HCV感染細胞)を用いて,Hsp90の機能阻害がHCV粒子形成過程に及ぼす影
 響を検討した.その結果,Hsp90阻害剤処理はHCV感染細胞から培養液中に放出されるウイルス粒子中
 の腿CVCore蛋白質レベルを低下させることが判明し,さらにHsp90阻害剤とHCVゲノム複製特異的な
 阻害剤であるcyclospohnAを併用することでHCV粒子放出量を相乗的に減少させることが明らかとなっ
 た。これらの結果は,Hsp90阻害剤処理が,特にウイルス粒子形成過程に影響を与え,ウイルス粒子の
 放出を抑制することを示唆している.これまでに,Hsp90阻害剤がBCVゲノム複製を阻害する作用を
 有することが示されているが,本研究から}isp90阻害剤はHCVゲノム複製阻害作用に加え,HCVCore
 をターゲットとして琶CV粒子形成に影響を与えることが示唆された。また,cyciospo打nAとHsp90阻
 害剤の併用が相乗的な作用を示したことから,両化合物の作用点は異なると考えられる。したがって,
 HCVゲノム複製阻害剤とHsp90阻害剤の併用は,より効果的に}{CVを細胞内から排除できる新しい治
 療法として有用かも知れない.
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 審査結果の要旨
 C型肝炎ウイルス(HCV)から産生されるウイルス蛋白質の一つであるコア蛋白質(駐CVCore)はウ
 イルス粒子の構成因子であり,ウイルスRNAと結合してウイルス粒子の内核を構成するが,C型肝炎
 の病態の進展になどにも関与している可能性が強く示唆されている。本研究はこのHCVCoreに着目し,
 真核生物モデルである出芽酵母を用いて員CVCoreが細胞機能に与える影響とその機構解析を試み,さ
 らに,そこで得られた知見をもとに慧CVCore機能阻害物質のスクリーニングを行ったものである。
 本研究では,まず,鮭CVCoreの高発現により酵母の増殖が顕著に抑制されることを初めて見出し,
 廷CVCoreが細胞内でプロセッシングを受けた後に生じるHCVCord73はその活性が低いことを明ら
 かにした。また,この増殖抑制作用の発現にはプロセッシングにより欠失するC末の19アミノ酸残基
 (i74一翌91a.a.)に加え,N末端側の塩基性領域のアミノ酸残基(5-Ba.a.)も必要であることを見出す
 など,HCVCoreの構造と毒性の関係についての重要な知見を得た。さらに,酵母細胞内に発現させた
 ㍊CVCoreは細胞質に広く分布するが,C末端側が欠失したHCVCoreは核または核周辺に凝集して存在
 することを見出し,HCVCoreの細胞内分布パターンがその毒性発現に重要である可能性を示した。
 また本研究では,HCVCoreが示す増殖抑制作用を軽減する化合物の検索を行い,数種の員s醇0阻害
 剤を同定した、酵母の臨pgo戴amilyには恒常的に発現しているHsc82と誘導型の跳p82が存在するが,
 Rsc82の遺伝子欠損によりHCVCoreが示す増殖抑制作用が著しく軽減されることも明らかとなった.
 さらに,Hsp90阻害剤処理あるいは1{sc82欠損によってHCVCoreの細胞内レベルが減少することも見
 出し,それに'よってRCVCoreの毒性が軽減される可能性を示唆した。一方,ヒト培養細胞系においては,
 Hsp90阻害剤処理によるHCVCoreの安定性の低下は認められなかったが,} sp%阻害剤処理が}玉CV感
 染細胞から培養液中に放出されるウイルス粒子中の駐CVCore蛋白質レベルを低下させることを見出し,
 さらに臨調。阻害剤とHcvゲノム複製特異的な限害剤であるcyclos夢orinAを併用することで疑cv粒子
 放出量が相乗的に減少することを明らかにした。
 本論文は蚤{CVCoreによる毒性発現機構に新たな知見を加えると共に,その知見に基づくBCVCore
 抑制剤スクリーニング法を開発し,その有用性を示したものであり,その学術的価値は極めて高い。よっ
 て,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める。
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